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Variabilidad en la actividad general de esterasas de la
garrapata Boophilus microplus y su relación con la
resistencia a organofosforados
General esterase activity variation in the cattle tick Boophilus
microplus and its relationship with organophosphate resistance
Noé Soberanes Céspedesa, Rodrigo Rosario Cruzb, Minerva Santamaría Vargasa,
Zeferino García Vazquezb
RESUMEN
La actividad de esterasas incrementada en artrópodos es considerada una importante señal bioquímica de resistencia a pesticidas.
En Boophilus microplus las esterasas han sido asociadas con resistencia a compuestos organofosforados y piretroides. El objetivo
de este estudio fue analizar la resistencia a ixodicidas en cinco cepas de B. microplus con diferentes niveles de susceptibilidad,
medida por la cuantificación de la actividad de esterasas y su correlación con los Indices de resistencia (IR) de las mismas cepas.
El análisis toxicológico se llevó a cabo mediante el bioensayo de paquete de larvas, utilizando una dosis discriminante equivalente
a dos veces la DL99 determinada por el análisis Probit, a partir de los cuales se estimaron los IR para cada cepa. Los extractos
proteicos de larvas de cada una de las cinco cepas se realizaron macerando 100 mg de larvas de 10 días de edad, en 2 ml de
solución amortiguadora de fosfatos. Los macerados, fueron analizados mediante espectrofotometría para la detección de esterasas.
La actividad específica de esterasas, mostró una correlación significativa (P<0.05) con el IR del clorfenvinfos (r=0.80) pero no
con el indice del coumafos (r=0.70) ni con el del diazinon (r=0.47). Se concluye que la detección espectrofotométrica de esterasas
es un marcador de resistencia al acaricida clorfenvinfos, que puede ser fácilmente adaptado en microplaca y propuesto como un
método más rápido fácil y más sensible comparado con el bioensayo tradicional de paquete de larvas.
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ABSTRACT
Increased esterase activity in arthropods is considered as an important biochemical marker of pesticide resistance. In Boophilus
microplus, esterases have been associated with resistance to both organophosphate and pyrethroid families. The purpose of this
study was to analyze ixodicide resistance in five B. microplus strains with different levels of susceptibility as measured by esterase
activity and its correlation with resistance indexes (RI). Toxicological analysis was performed using the larval package bioassay
with one discriminating dose equivalent to 2X the LD99 as determined by the Probit analysis, from which the RI for each strain
was estimated. Larval protein extracts from each of the five strains were obtained by homogenizing 100 mg of 10-day-old larvae
in 2 ml of phosphate buffer solution. The larval protein homogenates were spectrophotometrically analyzed for esterase detection.
Specific esterase activity showed a significant (P<0.05) correlation with the RI of chlorfenvinphos (r=0.80), but not with those
of coumaphos (r=0.70) or diazinon (r=0.47). It was concluded that esterase spectrophotometric detection is a resistance marker
for chlorfenvinphos B. microplus resistance, and it can be easily adapted to a microplate, and proposed as a fastest, easiest and
sensitive method when compared with the traditional larval package bioassay.
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Las garrapatas son los ectoparásitos más importantes
del ganado en las áreas tropicales y subtropicales,
Ticks are the most important ectoparasites affecting
cattle in tropical/subtropical areas. The tick
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y Boophilus microplus es especialmente importante
por su alta prevalencia en áreas de producción
ganadera(1). La resistencia a los ixodicidas en la
garrapata B. microplus es un fenómeno que ha
empezado a incrementarse como un problema para
la ganadería, ya que en México su distribución
también coincide con las áreas tropicales, que son
las zonas más importantes de la industria ganadera
nacional.
Desde 1981 se encuentra documentada la resistencia
en la garrapata B. microplus hacia ixodicidas
organoclorados (OC), organofosforados (OF), y en
1993 a piretroides sintéticos (PS)(2,3,4), aumentando
la frecuencia y dispersión geográfica de los casos,
de 5 a 223 casos confirmados toxicológicamente
para PS y de 4 a 178 para dobles resistentes a OF
y PS de 1993 a 1996(5). Los insecticidas OF actúan
uniéndose al sitio activo de la acetilcolinesterasa
para prevenir la hidrólisis de acetilcolina, un
neurotrasmisor esencial. La resistencia a la mayoría
de los OF´s comúnmente involucra un secuestro o
hidrólisis del ixodicida en los tejidos del artrópodo,
lo que explica la sobreproducción de enzimas con
actividad de esterasas en insectos resistentes(6,7).
En la garrapata B. microplus el análisis toxicológico
y bioquímico de cepas resistentes a OF´s, ha
demostrado que entre las principales enzimas
implicadas en el metabolismo de estos acaricidas
se encuentran las esterasas(8,9), por lo que se ha
hipotetizado una correlación entre los niveles
incrementados de esterasas, con la expresión
fenotípica de resistencia a OF(9,10). La aplicación
práctica de los estudios de resistencia a insecticidas
es el desarrollo de métodos para cuantificar la
resistencia, y generar la información necesaria sobre
su distribución y frecuencia, para formular
programas viables en el manejo de la resistencia a
acaricidas(11). El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el grado de asociación de los factores de
resistencia obtenidos mediante el análisis Probit
con la actividad general de esterasas de las cepas
de garrapatas B. microplus resistentes a los
ixodicidas, con la finalidad proponer un método
diagnóstico práctico, rápido, masivo y barato.
Las larvas de las cinco cepas de Boophilus microplus
utilizadas fueron obtenidas de colonias mantenidas
Boophilus microplus is particularly important due
to its high prevalence in cattle-producing areas(1).
B. microplus ixodicide resistance has started to
increase in cattle operations. In Mexico the
distribution of such resistance prevails in the tropical
areas (country’s major cattle-producing areas).
Resistance to organochlorinated (OC) and organo-
phosphate (OP) compounds was first documented
in 1981, while resistance to synthetic pyrethroids
(SP) was first documented in 1993(2,3,4). From
1995 to 1996, increased toxicologically-confirmed
resistance frequency/geographic dispersion to PS
rose from 5 to 223 cases while dual OP/PS
resistance rose from 4 to 178 cases(5). OP pesticides
work by binding the acetyl cholinesterase active
sites, thus preventing acetylcholine –an essential
neurotransmitter– hydrolysis. Resistance to most
OP ixodicides typically involves their sequestration
and/or hydrolysis in arthropods’ tissues. This
explains increased production of enzymes with
esterase activity among resistant insects(6,7).
Toxicological/biochemical analyses of OP resistant
B. microplus strains have shown that esterases are
found among major enzymes involved in the
metabolism of these acaricides(8,9). Therefore, a
correlation between increased esterase levels and
the phenotypic expression of OP resistance has
been hypothesized(9,10). The practical application
of insecticide resistance studies includes the
development of methods to quantify resistance, and
to generate the necessary information about
resistance distribution/frequency, in order to design
viable programs for acaricide resistance
management(11). The purpose of this research was
to evaluate the level of association between resistance
indexes –as determined by the Probit analysis– and
the general esterase activity in ixodicide resistant
B. microplus strains, with the aim of proposing a
practical, rapid, massive, inexpensive diagnostic
method.
Larvae from five B. microplus strains were obtained
from the colonies maintained in SENASICA-
SAGARPA’s center, Jiutepec, Morelos, Mexico.
The following strains were used: A “Susceptible”
strain from Coahuayutla municipality, state of
Guerrero (1997); An OC/OP-resistant, “Tempoal”
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en el Centro de Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria SENASICA-
SAGARPA en Jiutepec, Morelos, México. Las
cepas utilizadas fueron: “Susceptible” obtenida en
el municipio de Coahuayutla en el estado de
Guerrero (1997); “Tempoal” resistente a OC y OF
de Tempoal, Veracruz (1986); “Tuxpan” resistente
a OF de Tuxpan, Veracruz (1982), “Mora”
resistente a OF y PS de Emiliano Zapata, Tabasco
(1993) y “Aldama” resistente a OF y PS de Aldama,
Tamaulipas (1994).
Para los ensayos toxicológicos, se utilizaron larvas
de B. microplus de 10 días de edad, y a cada una
de las cepas se les realizó la prueba de paquete de
larvas (PL)(12) utilizando los ixodicidas coumafos,
clorfenvinfos y diazinon (grado de pureza del 97.0,
93.9 y 95.4 %), en el laboratorio de pruebas
biológicas del SENASICA-SAGARPA, y los datos
se analizaron mediante el análisis Probit utilizando
el paquete estadistico POLO-PC(13), calculándose
las concentraciones letales 50 % (CL50) del
coumafos, clorfenvinfos y diazinon, y los índices
de resistencia (IR) por cepa. El IR es el coeficiente
obtenido de dividir la CL50 de la cepa resistente
entre la CL50 de la cepa susceptible.
La preparación de los extractos larvarios para los
ensayos enzimáticos se realizaron macerando 100
mg de larvas, resuspendiéndose en 2 ml de solución
amortiguadora de fosfatos (SAF) pH 7.2; la
suspensión fue centrifugada a 100 xg por 5 min
separando los sobrenadantes. Todas las concentra-
ciones de proteínas fueron determinadas usando el
método de Bradford(14). Las proteínas totales de
las cepas de B. microplus se separaron electroforéti-
camente en geles de poliacrilamida, en condiciones
desnaturalizantes con dodecil sulfato de sodio (SDS)
por el método de SDS-PAGE(15) utilizando un gel
de separación del 10 % y 50 mg de proteina por
carril. Al finalizar la electroforesis SDS-PAGE,
las proteínas se renaturalizaron mediante tres lavados
sucesivos del gel con 100 ml de triton X-100 al 1 %,
y cada gel se colocó en sustrato de Gomori (10 ml
de SAF 1X, conteniendo Fast Garnet (0.04 mg/ml)
y a-naftil acetato (0.01 %). Posteriormente, el gel
se incubó a temperatura ambiente, hasta la aparición
de bandas definidas de color rojo en cada gel(10).
strain from Tempoal, state of Veracruz (1986); An
OP-resistant, “Tuxpan” strain from Tuxpan, state
of Veracruz (1982); An OP/PS-resistant, “Mora”
strain from Emiliano Zapata, state of Tabasco
(1993); and an OP/PS-resistant, “Aldama” strain,
from Aldama, state of Tamaulipas (1994).
For the toxicological analyses, 10-day-old B. microplus
larvae were used. Each strain was subjected to the
larval package (LP) test(12), using the following
ixodicides: coumaphos, chlorfenvinphos, and
diazinon (97.0, 93.9, and 95.4 % purity, respectively),
at SENASICA-SAGARPA’S Biological Test
Laboratory. Data was analyzed by the probit
analysis, using the POLO-PC(13) statistical software.
Lethal concentrations 50% (LC50) for coumaphos,
chlorfenvinphos, and diazinon were calculated. Tick
strain resistance indexes (RI) to these three ixodicides
were also determined. RI is the coefficient obtained
by dividing the LC50 for the resistant strain by the
LC50 for the susceptible strain.
Larval extracts used in the enzyme assays were
prepared by macerating 100 mg larvae. This
macerate was then re-suspended in 2 ml pH 7.2
phosphate buffer solution (PBS). The suspension
was centrifuged at 100 xg for 5 min. Supernatant
was separated. All protein concentrations were
determined using Bradford´s method(14). Total B.
microplus strain proteins were separated by
polyacrylamide gel electrophoresis under denaturing
conditions with sodium dodecyl sulfate (SDS-
PAGE)(15) using a 10 % separation gel and 50 mg
protein per lane. Once SDS-PAGE was completed,
proteins were re-natured using three successive gel
washings with 100 ml 1% X-100 triton. Each gel
was then placed in 10 ml of Gomori’s substrate,
containing Fast Garnet (0.04 mg/ml), and 0.01%
a-naphthyl acetate. Gels were then incubated at
room temperature until clearly distinct red bands
appeared(10). Esterase specific activity (SA) was
determined in international units (IU=mmoles
hydrolyzed substrate/min/mg total protein) present
in the larval extracts from each strain. SA expressed
in IU was calculated using the following equation(7):
      corrected absorbance               assay volume
SA=                               X
           assay time (min)              *emM x cell amplitude (cm)
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Se determinó la actividad específica (AE) de enzimas
con actividad de esterasas en unidades internacionales
(UI=mmoles del sustrato hidrolizado/min/mg de
proteína total) presentes en los extractos de larvas de
cada una de las cepas. La AE expresada en UI se
calculó de acuerdo a la siguiente ecuación(7):
    absorbancia corregida             volumen del ensayo
AE=                             X
      tiempo del ensayo (min)      *emM x amplitud de la celda (cm)
Donde :
*emM = 23.593 litro mmol-1 cm-1 a 538 nm
(coeficiente de extinción molar para a-naftil acetato).
El análisis de correlación se llevó a cabo con el
programa estadistico SPSS ver.9.0, y las variables
analizadas fueron los IR y las UI de enzimas con
actividad de esterasa, a partir de las cuales se
obtuvieron los coeficientes de correlación, para cada
uno de los OF.
Los IR determinados mediante la prueba
toxicológica de PL a cada una de las cepas de B.
microplus fueron: para la cepa “Mora”, 9.2, 8.4
y 11.6 para coumafos clorfenvinfos y diazinon
respectivamente, para la cepa “Tuxpan”, 3.4, 5.2
y 14.16 para coumafos clorfenvinfos y diazinon;
para la cepa “Aldama”, 2, 2.6 y 1.8 para coumafos
clorfenvinfos y diazinon, y para la cepa “Tempoal”,
5.5, 4.8 y 12.5 para coumafos clorfenvinfos y
diazinon respectivamente (Cuadro 1).
Where:
*emM = 23.593 liter mmol-1 cm-1 a 538 nm (molar
extinction coefficient for a-naphthyl acetate).
Correlation analysis was performed using the SPSS
(ver. 9.0), and analyzed variables were RI and IU
enzymes with esterase activity from which
correlation coefficients were obtained for each of
the OP’s.
RI determined by the LP toxicological test for
the different B. microplus strains were: “Mora”
strain, 9.2, 8.4, and 11.6; “Tuxpan” strain, 3.4,
5.2, and 14.16; “Aldama” strain, 2, 2.6, and
1.8; and “Tempoal” strain, 5.5, 4.8, and 12.5
for coumaphos chlorfenvinphos, and diazinon
respectively (Table 1).
The SDS-PAGE assay revealed one band in the
“Mora”, “Tuxpan”, “Aldama”, and “Tempoal”
resistant strains which was able to hydrolyze a
naphthyl acetate esters, resulting in a red, insoluble,
chromogenic compound in the presence of the
substrate. This demonstrated qualitative enzyme
activity differences between resistant and susceptible
strains (Figure 1).
Specific esterase activity (in IU) calculated from a-
naphthyl acetate substrate hydrolysis was as follows:
“Susceptible” strain, 0.0168 IU; “Tempoal” strain,
0.0170 IU; “Aldama” strain 0.0280 IU; “Tuxpan”
Cuadro 1. Actividad específica de esterasas medida en unidades internacionales e índices de resistencia calculados
para ixodicidas organofosforados en cepas de garrapatas Boophilus microplus para tres ixodicidas
Table 1. Specific esterase activity measured in international units (IU), and resistance indexes (RI) calculated for three
organophosphate ixodicides in Boophilus microplus tick strains
                    Coumafos (r=0.70)             Clorfenvinfos (r=0.80)                  Diazinon r=0.47
Strains   IU RI   IU RI   IU RI
Tempoal 0.0170 5.5 0.0170 4.8 0.0170 12.5
Aldama 0.0280 2.0 0.0280 2.6 0.0280 1.8
Tuxpan 0.0360 3.4 0.0360 5.2 0.0360 14.1
Mora 0.0520 9.2 0.0520 8.4 0.0520 11.6
Susceptible 0.0168 1.0 0.0168 1.0 0.0168 1.0
IU=mmol/min/mg of protein.   r= Pearson’s correlation coefficients.
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El ensayo para la detección de esterasas en geles
de poliacrilamida (SDS-PAGE) reveló una banda
en las cepas resistentes “Mora”, “Tuxpan”,
“Aldama” y “Tempoal”, que fueron capaces de
hidrolizar ésteres de a-naftil acetato, produciendo
un compuesto cromogénico insoluble color rojo en
presencia del sustrato, lo cual demuestra las
diferencias cualitativas en la actividad enzimática
de las cepas resistentes con respecto de la cepa
susceptible (Figura 1).
La actividad específica de esterasas expresada en
UI y calculadas a partir de la hidrólisis del sustrato
a-naftil acetato, fueron para la cepa “Susceptible”
de 0.0168 UI; “Tempoal” 0.0170 UI; “Aldama”
0.0280 UI; “Tuxpan” 0.0360 UI y “Mora” 0.0520
UI (Cuadro 1).
Los coeficientes de correlación de Pearson entre
los índices de IR y la actividad específica de cada
uno de los organofosforados fueron, para el
clorfenvinfos r=0.80, seguida por el coumafos con
r=0.70 y para el diazinon r=0.47 (Figura 2), de
los cuales sólo se encontraron diferencias
significativas para el caso del clorfenvinfos
(P<0.05).
El fenómeno de la resistencia a insecticidas ha sido
documentado ampliamente en mosquitos, áfidos y
moscas. En estas especies se han asociado cambios
en la actividad de carboxilesterasas con la resistencia
a compuestos OF; en áfidos y mosquitos se ha
probado que el mecanismo molecular de la
resistencia, es la amplificación de genes que
codifican para carboxilesterasas, lo que da como
resultado un incremento en la actividad de
carboxilesterasas(16,17,18,19).
En el caso de la garrapata B. microplus se han
encontrado diferentes proteínas con una cantidad
relativa incrementada, así como, actividad de
esterasas incrementada en una cepa de garrapata
resistente a OF en relación a una cepa susceptible(10),
lo cual se confirma con la detección de una banda
capaz de hidrolizar el sustrato α-naftil acetato como
se muestra en la Figura 1, en las cepas de garrapatas
resistentes a OF y PS utilizadas para este estudio,
en las cuales se comprobó visualmente el incremento
strain 0.0360 IU; and “Mora” strain 0.0520 IU
(Table 1).
Pearson’s correlation coefficients between RI’s and
the specific activity of each OP were as follows:
chlorfenvinphos r=0.80; coumaphos, r=0.70; and
diazinon r=0.47 (Figure 2), out of which only
chlorfenvinphos showed significant differences
(P<0.05).
Insecticide resistance has been extensively
documented in mosquitoes, aphids, and flies. In
aphid and mosquito species, changes in carboxyl
esterases have been associated with resistance to
OP, and it has been shown that the resistance
molecular mechanism is the amplification of
carboxyl esterase-coding genes, resulting in
increased carboxyl esterase activity(16,17,18,19).
In one OP resistant B. microplus strain, increased
relative amounts of different proteins have been
found, as compared to a susceptible strain(10). This
was confirmed with the detection of one band that
                                       SS      TX      MO      TL      AL 
 
 Est-A 
Figura 1. Tinción para esterasas en geles de poliacrilamida
(SDS PAGE) de cepas de Boophilus microplus que
muestran diferencias cualitativas en la intensidad de la
banda que hidroliza el á-naftil acetato (Est-A)
Figure 1.  Staining for esterases in polyacrylamide gels
(SDS PAGE) for Boophilus microplus strains showing
qualitative differences in the intensity of the band that
hydrolyzes a-naphthyl acetate (Est. A)
SS=cepa susceptible; TX=cepa Tuxpan; MO=cepa mora;
TL=cepa Tempoal; AL=cepa Aldama
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en la actividad; sin embargo se desconoce el grado
de asociación entre la actividad específica de
esterasas y los índices de resistencia obtenidos del
perfil toxicológico mediante la prueba de PL hacia
diferentes compuestos OF, tales como, coumafos,
clorfenvinfos y diazinon. Los resultados obtenidos
en este trabajo, demuestran una correlación
significativa para el clorfenvinfos (P<0.05) pero
no para el coumafos ni para el diazinon y parecen
apoyar las evidencias previamente reportadas sobre
la participación de mecanismos oxidativos de
detoxificación en cepas de Boophilus microplus,
sugiriendo que las esterasas pudieran no tener un
papel importante en el metabolismo tanto del
coumafos como del diazinon, basados en los datos
obtenidos en el análisis toxicológico de cepas
mexicanas utilizando los sinergistas, piperonil
butóxido, trifenilfosfato y dietilmaleato(20).
Dos tipos de resistencia a compuestos OF se han
asociado con cambios en la actividad de ali-
esterasas, la resistencia tipo-diazinon(21,22), y la
resistencia tipo-malathion(21,22,23), en los cuales la
capacidad de hidrólisis de ésteres alifáticos se
encuentra reducida en ambos fenotipos de resistencia.
Este fenómeno ha sido explicado por la hipótesis
de la presencia de una ali-esterasa mutante(24,25),
la cual propone que una mutación estructural en
una carboxilesterasa, disminuye la capacidad de
hidrolizar a los sustratos de carboxilesterasas como
el metil butirato y naftil acetato, ambos compuestos
alifaticos, e incrementa la capacidad de hidrolizar
compuestos OF, lo cual ha sido probado en tres
dípteros, Musca domestica(26), Lucilia cuprina(27)
y Crysomya putoria(23).
Esta hipótesis podría explicar parcialmente la baja
correlación entre la actividad específica de esterasas
y los índices de resistencia para el caso del diazinon
en las cepas de Boophilus microplus analizadas en
el presente trabajo, aunque evidencias toxicológicas
utilizando dietilmaleato como sinergista, señalan la
participación de mecanismos que involucran la
participación de isoformas de la familia de la
Glutation-S-Transferasa, lo cual apoya la falta de
correlación encontrada en este trabajo para el caso
del diazinon(20).
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Figura 2.   Correlación entre los Indices de resistencia de
las cepas de Boophilus microplus  hacia los
organofosforados coumafos, clorfenvinfos y diazinon, y
la actividad enzimática
Figure 2. Correlation between the resistance index of
different Boophilus microplus strains to the
organophosphates coumaphos (A), clorfenvinphos (B),
and diazinon (C), and enzyme activity
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La respuesta lineal de los índices de resistencia
hacia clorfenvinfos y la actividad específica de
esterasas medida mediante la hidrólisis de naftil
acetato en estas cepas de referencia, demuestra que
a mayor índice de resistencia hay un incremento
proporcional en la actividad específica, lo que hace
de este ensayo un buen indicador de resistencia
por lo menos hacia este compuesto OF. Debido a
que el ensayo fotocolorimétrico es práctico, sencillo,
barato y podría fácilmente adaptarse a microplaca,
con el fin de poder analizar muestras en forma
masiva y sustituir la prueba de PL, aunque, es
necesario realizar más experimentos con el fin de
determinar si el mecanismo de resistencia a
clorfenvinfos es por hidrólisis o por secuestro del
ixodicida OF.
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“Resistencia y control en garrapatas y moscas de importancia
had the ability of hydrolyzing the α-naphthyl acetate
substrate, as shown in Figure 1, in the OP/SP
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